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(57) Abstract 



VERWENDUNG VON EXTRAKTEN AUS IRISGEWACHSEN UND CIMICIFUGA RACEMOSA UND TECTORI- 
GENIN ALS ESTROGENARTIGES ORGANSELEKTIVES ARZNEIMITTEL OHNE UTEROTROPE WIRKUNG 



The invention relates to the utilization of 
extracts from iris plants, cimicifuga racemosa and 
tectorigenin as an estrogen-like organ-selective 
medicament for selectively treating and/or for 
the prophylaxis of cardiovascular diseases, espe- 
cially arteriolosclerosis, osteoporosis and climac- 
teric symptoms, for example, for preventing or 
alleviating hot flashes. Virtually no uterotropic 
effects are observed when using said abstracts. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die 
Verwendung von Extrakten aus Irisgewachsen 
und aus Cimicifuga racemosa sowie 
Tectorigenin als estrogenartiges organselektives 
Arzneimittel zur selektiven Behandlung und/oder 
Prophylaxe von cardiovaskuISren Erkrankungen, 
insbesondere Atherosklerose, Osteoporose sowie 
klimakterischen Beschwerden, beispielsweise 
zur Verhinderung oder Lindcrung von 
Hitzewallungcn. Es werden praktisch keine 
uterotropen Wirkungen beobachtet. 



APPUCATION OF BELAMCANDA S. 

i. V. Applikation von Betamcanda s. 
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Beschreibunq 



Verwendung von Extrakten aus irisgewachsen und Cimicifuga 
5 racemosa und Tectorigenin als estrogenartlges organselektives 

Arzneimittei ohne uterotrope Wirkung 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Extrakten aus 
Irisgewachsen, (Iridaceae) gemafi Anspruch 1 sowie die aus Cimicifuga 
10 racemosa als estrogenartlges organselektives Arzneimittei und Tectorigenin 
und/oder Tectorigeninglykosiden als Arzneimittei gemaR Anspruch 8. 

Das in den Ovarien gebildete 17B-Estradiol (wenn im folgenden von 
Estradiol gesprochen wird, ist immer das physiologische 17fi-Estradiol 
15 gemeint) [im folgenden auch mit E2 bezeichnet] hat im Organismus eine 
allgemein proliferationsfordernde Wirkung. Neben der Steuerung des Zyklus 
der Frau besitzt es u.a. einen homoostatischen Einfluss auf den 
Stoffwechsel des Knochens und verhindert am Endothel der Gefalie die 
Entstehung atherotischer Plaques, 

20 

In der Menopause kommt es zu einem Absinken der Estradiolspiegel in 
Folge des Erioschens der Ovarialfunktion. Dies resultiert in einer 
Abschwachung proiiferativer Prozesse und fuhrt im Hypothalamus zu einer 
Verstarkung der Aktivitat des GnRH-Pulsgenerators. (Der Gonadotropin- 
25 Releasing-Hormon-Pulsgenerator ist eine Art Taktgeber im Hypothalamus 
und taktet die pulsatile Ausschuttung von LH, wobei Steroide die Amplitude 
und die Frequenz beeinflussen.) Die resultierende stimulierte LH- 
Ausschuttung fuhrt bei der klimakterischen Frau zu storend empfundenen 
aufsteigenden Hitzwallungen, den sogenannten „Hot flushes". 
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In Abwesenheit genugend hoher Estradiolspiegei im Btut uberwiegt im 
Knochengewebe die Aktivitat der Osteoklasten und damit der Abbau der 
Knochenmasse, der mit erhohter Bruchgefahr des Skelettes einhergeht. 
5 Gleichzeitig besteht langfristig die Gefahr der Plaquebildung im 
Gefafisystem und damit das erhohte Risiko von Infarkten. 

Sowohl von Extrakten aus Cimicifuga racemosa als auch aus Belamcanda 
sinensis ist aus der Volksmedizin bekannt, dass sie peri- und 

10 postmenopausals Beschwerden lindern konnen. Dies wurde bislang darauf 
zuruckgefuhrt, dass die Extrakte beider pflanzlicher Drogen estrogenartige 
Wirkung mit alien deren positiven Wirkungen auf eine Vielzahl von Organen 
des menschlichen Korpers, insbesondere Gehirn, Ovarien, Knochen, 
Gefalisystem, aufweisen. Nachteilig waren estrogenartige Wirkungen auf 

15 Uterus, Vagina, Brustgewebe und Leber. Unerwunscht hieran ist jedoch, 
dass bislang kein Arzneimittel aus diesen Pflanzendrogen im Stand der 
Technik zur Verfugung stand, welches zu einer organselektiven Prophylaxe 
Oder Therapie bei Estrogenmangel verwendet werden kann. 

20 Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es daher Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung, pflanzliche Arzneimittel mit estrogenartiger Wirkung 
zur Verfugung zu stellen, welche eine organselektive Wirkung ohne oder mit 
nur geringer Wirkung auf den Uterus aufweisen. 

25 Die Losung dleser Aufgabe erfolgt unabhangig voneinander durch die 
Merkmaie des Anspruchs 1 beztiglich der Verwendung von Extrakten aus 
Irisgewachsen (Iridaceae), durch die Verwendung von Extrakten aus 
Cimicifuga racemosa gemali Anspruch 3. Die obige Aufgabe wird ferner 
durch die Merkmaie des Anspruchs 2 bezuglich eines Arzneimittels auf 
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Basis von Tectorigenin und/oder dessen Glykosiden gemafi Anspruch 8 
gelost. 

Eine weitere unabhangige Losung stellt ein Tectorigenin und/oder 



Tectorigeninglykosid-angereicherter Pflanzenextrakt gemali Anspruch 11 
dar. 

Bei in vitro und in vivo Versuchen hat sich uberraschend herausgestellt, 
10 dass sowohl aus Irisgewachsen (Iridaceae). insbesondere Belamcanda 
sinensis, als auch aus Cimifuga racemosa mit organischen Losungsmittein 
Oder mit uberkritischem CO2 hergestellte Extrakte organselektiv auf das 
Zentralnervensystem, das Knochensystem und auf das Gefafisystem wirken, 
wobei eine Wirkung auf den Uterus die sogenannte uterotrope Wirkung - 
15 fehlt. Daher sind die erfindungsgemafS verv^^endeten Extrakte zur Herstellung 
eines fertig formulierten Mittels zur selektiven Behandlung und/oder 
Prophylaxe der Osteoporose geeignet. 

Sie sind ferner zur Herstellung eines fertig formulierten Mittels zur selektiven 
Behandlung und/oder Prophylaxe von kardiovaskularen Erkrankungen, 

20 insbesondere der Atherosklerose geeignet. 

Sie sind ferner zur Herstellung eines fertig formulierten Mittels zur selektiven 
Behandlung und/oder Prophylaxe der peri- und postmenopausalen 
psychovegetativen Beschwerden, wie z.B. Hitzewallungen geeignet. 
Es wurde v\/eiterhin gefunden, dass der inhattsstoff Tectorigenin, der aus der 

25 Belamcanda sinensis isoliert wurde, im wesentlichen die gleichen 
Wirkungen ausubt wie der Gesamtextrakt. 



5 Tectorigeninglykosid-haltiger 



Oder 



Tectorigenin 



und/oder 




OH 
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Tectohgenin 

Dieser Inhaltsstoff wird neben der Belamcanda sinensis auch in weiteren 
Irisgewachsen gefunden, wie z.B. Iris germanica, I. tectorum, I. illyrica, 1. 
5 dichotoma. 



Taxonomisch gesehen stellt sich die Einordnung von Belamcanda sinensis 
wie folgt dar: 



10 



15 



Ordnung: Liliales 
Familie Iridaceae 
Gattung Belamcanda 

Art Belamcanda sinensis (Leman) DC. = Pardanthus chinensis (L) 
Ker-Gawler auch Ixia chinensis L. (=Gemmingia chinensis (L) O. 
Kuntze) 



Bevorzugt werden zur Herstellung der Extrakte Rhizome, Stengel, Blatter 
und/oder Blutenblatter der Pflanzen verwendet. 



Eine grundsatzliche phytochemische Beschreibung von Belamcanda 
sinensis und ihrer Inhaltsstoffe erfolgte in der Dissertation von Frau A. 
Nenninger: (LMU Munchen, 1997) mit dem Titei „Phytochemische und 
pharmakologische Untersuchungen von Belamcanda sinensis, einer 
25 Arzneipflanze der TCM und anderer Irisarten". 

Mit den erfindungsgemafien Arzneimittein stehen erstmals Mittel aus 
Cimicifuga racemosa und Belamcanda sinensis und anderen Irisarten sowie 
Mittel auf Tectorigenin-Basis zur Verfugung, welche als voile 
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Estrogenrezeptor-Agonisten in Knochen, dem kardiovaskularen System und 
dem Gehirn fungieren. 

Weitere Vorteile und Merkmale der vorliegenden Erfindung ergeben sich 
5 anhand der Beschreibung von experimentellen Daten sowie anhand der 
Zeichnung. 

Es zeigt: 

10 Fig, 1: Einen Vergleich der organischen und wassrigen Phase 
von Cimicifuga racemosa. Verdrangungskurve eines 
reprasentativen Estrogenrezeptor - Ligandenbin- 
dungsassays. Die Konzentration der Ausgangslosung 
ist 17,66 mg/ml. Es folgen Verdunnungen 1:2. 1:4 etc. 

15 bis 1:64, 

Fig. 2: Serum LH vor und 2 Stunden nach der intravenosen 
Injektion von Belamcanda sinensis Extrakt, E2 und 
Vehikel. Der Belamcanda sinensis Extrakt hat eine 
20 ahnliche Potenz, die erhohten Serum LH-Spiegel zu 

senken wie E2; 

Fig. 3. Wirkungen von Cimicifuga racemosa und E2 auf 
Uterusgew.ichte (Fig. 3a) und LH Spiegel im Blut (Fig. 
25 3b) in ovariektomierten Ratten nach siebentagiger 

subkutaner Behandlung; (Mittelwerte + SEM, n = 8, * = 
p < 0.05 vs. Cremophor als Vehikel); 



Fig. 3a) Uterusgewichte; 
30 Fig. 3b) LH Konzentrationen im Blut; 
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Fig 4a) Wirkungen von Cimicifuga racemosa und E2 in 
ovariektomierten Ratten nach siebentagiger subkutaner 
Behandlung; (Mittelwerte + SEM, n = 8, * = p < 0.05 vs. 
Cremophor als Vehikel) auf die Expression der mRNA 
fur E2- Rezeptor a in der praoptischen Region des 
Hypothalamus; 

Fig 4 b) die Expression der mRNA fur IGF1 und C3 im Uterus 
von ovariektomierten Ratten nach 7 Tagen subkutaner 
Gabe; und 

Fig 4 c) die Expression der mRNA fur Collagen 1 (Colli) und 
Osteocalcin im Knochen von ovariektomierten Ratten 
nach 7 Tagen subkutaner Gabe. 

Experimenteller Nachweis der estroqenen Wirkunq von Cimicifuga racemosa 
und Belamcanda sinensis 



Der Nachweis der selektiven estrogenen Wirkung wurde stufenweise in 
einer Reihe von unterschiedlich komplexen Testsystemen gefuhrt. 



1. in vitro Versuche 

1.1 in vitro Versuche zu Cimicifuga racemosa 

Die Erkennung der estrogenartigen Struktur von Inhaltsstoffen durch einen 
gegen 17B-Estradiol (=E2) gerichteten Antikorper wurde in vitro gezeigt. 
Der Cimicifuga racemosa Extrakt wurde zur Trockene gebracht. Durch 
Phasenverteilung zwischen Dichlormethan und Wasser wurden Substanzen 
mit unterschiedlicher Polaritat angereichert. Die Bindungsaffinitat der 
Inhaltsstoffe der beiden Phasen wurde in vitro an Estrogenrezeptoren aus 
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Schweineuterus bestimmt. Die zytosolischen Estrogenrezeptoren aus den 
Uteri von Schweinen wurden nach Standardprozeduren isoiiert und fur die 
Ligandenverdrangungsexperimente eingesetzt, 

5 Dabei wurde gefunden, dali die estrogenartigen Strukturen z.B. aus 
Cimicifuga racemosa nicht hydrophil, sondern lipophiler Natur sind, da sie 
sich mit einem organischen Losungsmittel aus dem Extrakt extrahieren 
lessen. Die Substanzen, die sich in der organisch extrahierten Phase 
befinden, binden etwa zehnfach starker an den Antikorper als die in der 
10 wassrigen Phase verbliebenen Stoffe. 

Noch grower ist der Unterschied zwischen den beiden Phasen im Estradiol- 
Rezeptorbindungsassay. Die Ahnlichkeit der bindenden Substanz mit 
Estradiol muss so groB sein, dass eine selektive - kompetitive - Interaktion 
15 mit dem Estradiolrezeptor in einer zellfreien Praparation stattfinden kann. In 
diesem Testsystem besitzt die wassrige Phase keine Aktivitat, wohingegen 
die organische Phase sehr fest an den Rezeptor bindet. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 1 gezeigt. 

20 

1.2 In vitro Belamcanda sinensis 

Es ist aus anderen Untersuchungen bekannt, dass Extrakte aus Belamcanda 
sinensis ebenfalls Inhaltsstoffe besitzen, die von einem Antikorper gegen 17-fi- 
Estradiol erkannt werden und an den 17S-Estradiolrezeptor binden (vgl. Nenninger 
25 ibd.)- Uberraschenderweise haben die Erfinder der vorliegenden Anmeldung 
jedoch gefunden, dass diese Extrakte auf verschiedene Organsysteme 
unterschiedlich estrogen wirken, insbesondere, daS sie nicht uterotrop wirken. 



30 



2. in vivo Versuche: Nachweis der estroqenen Wirkunq an der 



ovariektomierten Ratte 
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Die Bindung an den Rezeptor E2 ist sehr selektiv; es kann aber nicht 
ausgesagt warden, ob die nachgeschaiteten Prozesse in der Zeile gefordert 
Oder gehemmt werden, d.h. ob die Substanz ein Agonist Oder ein Antagonist 
5 ist. Diese Eigenschaft kann nur in geeigneten zelluiaren Systemen oder im 
Ganztier bestimmt werden. 

Die ovariektomierte Ratte ist anerkanntes Modell fur die postmenopausale 
Frau, bei der die endogene Estradiol-Produktion zum Eriiegen gekommen 

10 ist. Durch die externe Zufuhr von 17(J-Estradiol oder von Stoffen, die 
estrogenartig wirken, kommt es zu einer Restauration estrogensensibler 
anatomisch-morphologischer Parameter wie Zunahme des Uterusgewichtes 
und dem Auftreten von verhornten d.h. Schollen-Epithelzellen am 
Vaginalepithel oder hormoneller Veranderungen, wie einem Absinken des 

15 LH-Spiegels im Blut der behandelten Tiere. 

Alle im nachfolgenden beschriebenen Versuche wurden mit ovariektomierten 
Sprague-Dawley-Ratten (=ovx Ratten) mit einem Gewicht zwischen 240 und 
280 g durchgefuhrt. 

20 2.1 Einmaiige Gabe von Belamcanda sinensjs 

Der Wirkungseintritt der Estradiol-artigen Wirkung von Belamcanda sinensis 
Extrakt erfolgt sehr rasch. Bereits nach einmaliger i.v. Gabe von Vehikei, 
Estradiol und Belamcanda sinensis-Extrakt an ovx-Ratten sistiert die 
Pulsatilitat unter E2 wie auch unter Belamcanda sinensis. Im 
25 Mittelwertverlauf ergeben sich signifikante Hemmungen der Serum-LH- 
Spiegel, sowohl im Vergieich zu den VonA/erten als auch im Vergleich zu den 
Cremophor-behandelten Kontrolitieren. Cremophor ist ein Emulgator auf 
Basis polyethoxylierter Ricinusolderivate. 

30 Die Ergebnisse sind in Fig. 2 dargestellt. 
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Im Uterus der Tiere ist sechs Stunden nach Injektion des Belamcanda 
sinensis-Extraktes die Expression der uterinen VEGF-, IGF1- und C3-Gene 
im Vergleich zu den Kontrollen nicht verandert, wahrend die 
5 Estradiolinjektion eine deutliche Erhohung der Genexpression dieser drei 
Estrogen-regulierten Proteine zur Folge hat. Das* konstitutiv exprimierte 
CCO-Gen war durch keine der Behandiungen signifikant beeinfluRt. 

Aus den Befunden ergibt sich, dass Inhaltsstoffe von Belamcanda sinensis 
10 in hypothaiamischen estrogen-rezeptiven Strukturen eine Hemmung des 
GnRH-Pulsgenerators bewirken und somit estrogen-agonistische Wirkungen 
haben. Dadurch wird die hypophysare LH-Sekretion sowohl durch 
Inhaltsstoffe in Belamcanda sinensis als auch durch Estradiol signifikant 
gehemmt. Im Gegensatz zu Estradiol haben die Inhaltsstoffe in Belamcanda 
15 sinensis keine uterotrope Wirkung, Estradiol reguliert die Genexpression 
von VEGF, IGF1 und C3 signifikant herauf, ein Effekt, der unter Belamcanda 
sinensis nicht beobachtet wird. 

Durchfuhrung des Akutversuches zur Wirkung einer i.v.-injektion von 

20 Belamcanda sinensis-Extrakt 

24 Ratten (i.e. 8 Tiere/Gruppe) wurden am Vortag des Versuches unter 
Athernarkose Jugularvenenkatheter implantiert. Am Versuchstag wurden 6 
Blutproben im Abstand von 10 Min. entnommen. Unmittelbar nach Entnahme 
der 6. Probenentnahme wurden 62,5 mg des Belamcanda sinensis-Extraktes 

25 Oder 10 pg 17fi-Estradiol (E2) bzw. das Losungsmittel (5 %) Cremophor in 
isotoner NaCI 1 ml) intravends injiziert und Blutproben fur weitere 2 Stunden 
in lOminutigen Intervallen entnommen. 6 Stunden nach der intravenosen 
Gabe wurden die Tiere dekapitiert, Blut gewonnen und die Uteri entnommen, 
gewogen und In flussigem Stickstoff tiefgefroren. 
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2.2 Einmaiige Gabe von Tectorigenin 

Nach einmaliger Gabe von Tectorigenin wurden der zeitliche Verlauf der 
Beeinflussung der LH-Spiegel im Blut und die Estradiol-ahnliche 
5 Immunreaktivitat bestimmt. Die Konzentration von Tectorigenin im Blut der 
Tiere, bestimmt mittels E2-RIA, entspricht nach 20 min etwa 100 pg 
Aquivalent Estradiol. 

Tectorigenin lost eine rasche Senkung des LH aus. Dabei entspricht die 
10 Kinetik der unter Tectorigenin erreichten LH-Senkung bis zum Zeitpunkt 60 
min nach i.v. Gabe exakt derjenigen des Estradiols, fuhrt dann aber zu 
keiner weiteren Senkung, sondern steigt langsam wieder an. 

Durchfuhrung: Ovx-Ratten wurden in Ethernarkose 24 Stunden vor 
15 Versuchsbeginn Katheter in die Vena jugularis externa nach der Methode 

von Harms und Ojeda getegt (Harms PG; Ojeda SR: A rapid and simple 

procedure for chronic cannulation of the rat jugular vein, J. Appl. Physiol. 

(1974) 35: 391-392). Das Schlauchende wurde in eine Hauttasche im 

Nacken verlegt. Urn die Tiere zur Gewinnung der Blutproben nicht beruhren 
2 0 zu mussen, wurde der Katheter mit einem Silikonschlauch verlangert. 

Katheter und Schlauch wurden mit Ringerlosung, die 50 lU Heparin/ml 

enthielt, gespult. 

Bei den Tieren wurde in 10 min Abstanden Blutproben von 100 |jI gezogen 
und das entnommene Votumen durch Ringer/Heparin-Losung ersetzt. Nach 
25 der 6. Probe wurden 1,0 ml der jeweiligen Testlosung intravenos appliziert. 
Als Testlosungen wurden eingesetzt: 2% Cremophor (=Vehikell6sung), 
Tectorigenin 7mg/ml Vehikel, 17(i-Estradiol 10|jg/ml Vehikel. Die 
Blutentnahme erfolgte in zehnminutigem Abstand uber weitere 140 min. 
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Die so gewonnenen Blutproben wurden in ein 0,5 ml Eppendorf- 
ReaktionsgefalS, das 10 pi Heparin-Losung (5000 lU/ml, Liquemin) enthielt 
gefullt, 10 min bei 10 000 * g zentrifugiert und das Plasma bis zur 
Durchfuhrung der Radioimmunoassays bei -20**C gelagert. 
5 Die RIAs fur LH und Prolaktin basieren auf Antiseren, Referenz- und 
Jodierungspraparaten des NIH (Bethesda, Maryland, USA). Die 
Konzentrationen von Estradiol und der kreuzreagierenden Isoflavone wurde 
mit einem RIA der Fa. DPC, Bad Nauheim gemessen. 

10 2.3 WIrkung von Belamcanda sinensis-Extrakt nach Verabreichung iiber 
7 Tage 

Die Auswirkungen der wiederholten Gabe von Estradiol, Belamcanda 
sinensis-Extrakt und Vehikel auf Gesamtgewicht, Uterusgewicht, 
15 Hormonspiegel und Genaktivierung von Uterus und Knochen wurde an 
ovariektomierten Ratten nach tagiicher s.c. Applikation uber sieben Tage 
untersucht. 

Die durchschnittlichen Korpergewichte der Cremophor- und Belamcanda 
20 sinensis-behandelten Tiere unterscheiden sich nicht, wahrend die E2- 

behandelten Tiere signifikant leichter waren. Auch die Uterusgewichte, der 

mit Cremophor- und Belamcanda sinensis-behandelten Tieren 

unterscheiden sich nicht signifikant, wahrend die E2-Behandlung die 

Uterusgewichte mehr ais verdreifachte. 
25 Die Serum-LH-Spiegel bei den Belamcanda sinensis-behandelten Tieren 

waren geringfugig, aber signifikant gegenuber den Cremophor-Kontrollen 

reduziert; deutlicher war die Reduktion durch Estradiol. 

In dem uterinem mRNA-Extrakt erhohte Estradiol nach einwochiger 
30 Behandlung die Genexpression von VEGF signifikant auf 149% des 
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Kontrollwertes, Unter Belamcanda sinensis-Extrakt war die Expression 
leicht, aber nicht signifikant erhoht. Die Expression des nicht estrogen- 
regulierten konstitutiven Gens fur die Cytochrom C Oxidase (= CCO) wurde 
nicht beeinflufit 

5 In Extrakten des Femurkopfes wurde die Collagen-1A1-, die Osteocalcin-, 
die IGF1- sowie die TGFfi-mRNA-Expression bestimmt. Estradiol wie auch 
Belamcanda sinensis inhibierten die Expression aller 4 Gene signifikant, 
ohne einen EinfluU auf das konstitutive CCO-Gen auszuuben. 

10 Die unterschiedliche Wirkung von Estradiol und Belamcanda kommt nach 
der siebentagigen Behandlung sehr deutlich zum Ausdruck. Belamcanda 
sinensis Extrakt hat auf die hypophysare LH-Sekretion durch Hemmung des 
GnRH-Pulsgenerators sowie auf die Genexpression von vier estrogen- 
regulierten Genen im Knochen einen Estradiol-agonistischen Einflufi. 

15 Dagegen besteht keine estrogene Wirkung auf den Uterus: weder das 
Uterusgewicht noch das Estrogen-regulierte VEGF-Gen werden durch den 
Belamcanda sinensis-Extrakt beeinflufit. Im Gegensatz dazu fuhrt Estradiol 
zu einer Ballonierung des Uterus und zu einer Aktivierung des VEGF-Gens. 

2 0 Durchfuhrung des subakuten Versuches zur Wirkung von taglicher s.c- 
Injektion uber 7 Tage: 

Jeweils 8 Tiere pro Versuchsgruppe (insgesamt 24) wurden taglich zwischen 
08.00 und 09.00 Uhr 62,5 mg Belamcanda sinensis-Extrakt bzw. 10 pg 
Estradiol oder dem Losungsmittel (5%iges Cremophor, 1 ml) subkutan 
2 5 injiziert. 6 Std. nach der letzten Applikation wurden die Tiere dekapitiert und 
jedem Tier die Aorta, der Uterus und der linke Femurkopf entnommen, 
gesaubert und in flussigem Stickstoff eingefroren. 

In den Blutproben wurde LH und die Estradioi-lmmunoreaktivitat bestimmt. 



30 2.4 Wiederholte Gabe von Cimicifuga racemosa 
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Die Tiere erhalten fruhestens 14 Tage nach der Ovariektomie die jeweilige 
Prufsubstanz in einer Dosis von 62,5 mg Cimicifuga racemosa/Ratte oder 8 
fjg Estradiol/Ratte einmal taglich morgens uber einen Zeitraum von 7 Tagen 
subkutan injiziert. Beide Substanzen waren in 5% Cremophor gelost. die 
5 Kontrolltiere erhielten nur das Vehikel. 

Nach der Dekapitierung der Tiere wurden Gehirn, Uterus und Femur fur die 
mRNA-Gewinnung prapariert. Im Blut der Tiere wurde mittels RIA die LH- 
Konzentration bestimmt. Die Expression der estrogen-reguiierten Gene in 
den oben genannten Organen wurde mittels semiquantitativer RT-PCR 
10 bestimmt. 

Die Uteri der Estradiol-behandeiten Tiere s;nd mehr als dreimal so schwer 
wie die der Cimicifuga racemose und Vehikel-behandeiten Tiere, die sich in 
ihren Mittelwerten praktisch nicht unterscheiden. Das bedeutet, dass die 
Inhaltsstoffe von Cimicifuga racemosa keinen EinfluB auf die Gebarmutter 
15 der Tiere haben. Dies gilt auch fur die Vagina, wo be! den Cimicifuga 
racemosa und Vehikel-behandeiten Tiere keine Verhornung des 
Epithelgewebes auftritt, ganz im Gegensatz zu den Estradiol-behandeiten 
Tieren. 

Die LH-Spiegel der Vehikel-behandeiten Tiere bleiben hoch, wahrend sie sowohl 
20 durch Estradiol wie auch durch Cimicifuga racemosa signifikant gesenkt werden. 

Die Ergebnisse sind in den Fig. 3a) und 3b) gezeigt 

Uterusgewichte (feucht) 



Cremophor Cimicifuga 
[Kontrolle] racemosa 



E2 



y 



Anzahl Tiere 



8 



8 



8 
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Mittelwerte [mg] 185,6 192,3 702,1 

SD 18,81 22,53 194,97 

SEM 6,65 7,97 68,92 

LH-Konzentrationen Im Blut 

Cremophor Cimicifuga E2 

[Kontrolle] racemosa 

Anzahl Tiere 8 8 8 

Mittelwerte [ng/ml] 16,9 12,5 7,83 

SD 3,99 3,4 5.57 

SEM 1,41 1,2 1,97 



Als weiterer Marker fur die estrogene Wirkung wurde die Aktivierung von 
5 mRNA von estrogen-induzierbaren Proteinen gemessen. Untersucht wurde 
dabei Gewebe aus Uterus, aus Knochengewebe (Femur) und aus der 
praoptischen Region des Hypothalamus und. 

Im Hypothalamus stimulieren sowohl Cimicifuga racemosa als auch E2 die 
10 Expression der mRNA fur den Estrogenrezeptor a (Fig 4a). Auch im 
Knochengewebe verhalt sich Cimicifuga racemosa wie ein Estrogen und verringert 
analog zu Estradiol die Expression der mRNA fur die knochenspezifischen 
Kollagen 1 und fur Osteocalcin-Gene (Fig 4b). 

Im Gegensatz dazu wird keine Wirkung von Cimicifuga racemosa auf 
15 estrogen-regulierte Gene im Uterus beobachtet. Nur Estradiol erhoht die 
mRNA fur IGF1 und Komplementfaktor C3 (Fig 4c). 
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Diese Befunde belegen, dali die Inhaltsstoffe aus Cimicifuga racemosa selektiv auf 
einzelne Organe wirken: Der Extrakt wirkt estrogen im Hypothalamus ( Expression 
des E2-Rezeptors a, Freisetzung von LH) und am Knochen, nachgewiesen durch 
die Expression der Gene fur Kollagen 1 und Osteocalcin. Im Gegensatz zu 
5 Estradiol besitzt Cimicifuga racemosa aber keine Wirkung auf den Uterus, wie die 
fehlende Wirkung auf die Uterusgewichte und die Expression der Gene fur tGF1 
und C3 zeigt 



Mit den in vitro und in vivo durchgefuhrten Experimenten konnte gezeigt 
10 werden, dass Cimicifuga racemosa- und Belamcanda sinensis - Extrakte 
eine estrogene Wirkung ausuben. Uberraschend wurde gefunden, dass die 
Extrakte aus den genannten Drogen organselektiv an ZNS, Knochen und 
Gefafien, aber nicht am Uterus wirken und sich damit hervorragend fur die 
Prophylaxe und Therapie des Estrogenmangels eignen, ohne einen negati- 
15 ven Einfluss auf das Endometrium auszuuben. 

Identische Effekte werden durch das in Belamcanda erhaltene Tectorigenin 
erzielt. 

20 Somit stehen erstmals Arzneimittel zur Verfugung, die eine estrogenartige 
Wirkung, jedoch ohne uterotrope Wirkung aufweisen. 

Derartige Arzneimittel konnen zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
kardiovaskularen Erkrankungen, insbesondere Atherosklerose, Osteoporose 
25 sowie von peri- und postmenopausalen psychovegetativem Beschwerden, 
wie z. B. Hitzewaltungen eingesetzt werden. 

Als Applikationsarten stehen die orale, intravenose und subkutane 
Applikation im Vordergrund. 
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Anspruche 

1. Verwendung von Extrakten aus Irisgewachsen (Iridaceae) zur Herstellung 
eines estrogenartigen organselektiven Arzneimittels ohne oder wenigstens 
mit zu vernachlassigender uterotroper Wirkung. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Extrakte 
aus Belamcanda sinensis hergestellt werden. 

3. Verwendung von Extrakten aus Cimicifuga racemosa zur Herstellung eines 
estrogenartigen organselektiven Arzneimittels ohne oder wenigstens mit zu 
vernachlassigender uterotroper Wirkung. 

4. Verwendung von Tectorigenin und/oder Tectorigeninglykosid-haltigen oder 
Tectorigenin und/oder Tectorigeninglykosid-angereicherten Extrakten zur 
Herstellung eines estrogenartigen organselektiven Arzneimittels ohne oder 
wenigstens mit zu vernachlassigender uterotroper Wirkung. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daR der Extrakt zur Herstellung eines fertig formulierten Mittels zur 
selektiven Behandlung und/oder Prophylaxe von kardiovaskularen 
Erkrankungen, insbesondere Atherosklerose, dient, 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
da(i der Extrakt zur Herstellung eines fertig formulierten Mittels zur 
selektiven Behandlung und/oder Prophylaxe der Osteoporose dient. 
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7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. 
daft der Extrakt zur Herstellung eines fertig formulierten Mittels zur 
selektiven Behandlung und/oder Prophylaxe von klimakterischen 
Beschwerden, insbesondere zur Verhinderung oder Linderung von 

5 Hitzewallungen, dient 

8. Tectorigenin und/oder dessen Glykoside als Arzneimittel. 

9. Arzneimittel nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi es ein 
10 estrogenartiges organselektives Arzneimittel ohne oder wenigstens mit zu 

vernachlassigender uterotroper Wirkung ist. 

1 0. Arzneimittel nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dafX es ein 
Arzneimittel zur selektiven Behandlung und/oder Prophylaxe von 

15 kardiovaskularen Erkrankungen, insbesondere Atherosklerose; 

Osteoporose; sowie klimakterischen Beschwerden, insbesondere zur 
Verhinderung oder Linderung von Hitzev\/allungen, ist. 

20 11. Tectorigenin- und/oder Tectorigeninglykosid-haltiger oder Tectorigenin- 
und/oder Tectorigeninglykosid-angereicherter Pflanzenextrakt. 

1 2. Pflanzenextrakt nach Anspruch 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi er ein 
estrogenartiges organselektives Arzneimittel ohne oder wenigstens mit zu 
25 vernachlassigender uterotroper Wirkung ist. 
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13. Pflanzenextrakt nach Anspruch 11 Oder 12, dadurch gekennzeichnet da(i 
er ein Arzneimittel zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
kardiovaskularen Erkrankungen, insbesondere Atherosklerose; 

Osteoporose; sowie klimakterischen Beschwerden, insbesondere zur 
Verhinderung oder Linderung von Hitzewallungen, ist. 
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i. V. Applikation von Belamcanda s. 
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